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The invention discloses a scanning microscope 
for optical measurement with high spatial 
resolution of a specimen point of a specimen, 
having a light source for emitting an exciting light 
beam suitable for exciting an energy state of the 
specimen; a detector for detection of the emitted 
light; and a stimulating light beam, coming from 
the light source, for generating stimulated 
emission of the specimen excited by the exciting ^ 
light beam at the specimen point, the exciting 
light beam and the stimulating light beam being 
arranged in such a way that their intensity 
distributions in the focal region partially overlap, 
wherein optical elements which shape the 
stimulating light beam are combined into at least 
one module that is positionable in the beam path 
of the scanning microscope. 
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Die folgenden Angaben sind den v 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Scanmikroskop und Modul fur ein Scanmikroskop 

© Die Erfindung offenbart ein Scanmikroskop zum opti- 
schen Messen eines Probenpunktes einer Probe (25) mit 
hoher Ortsauflosung mit einer Lichtquelle (1) zum Aus- 
senden eines zum Anregen eines Energiezustandes der 
Probe (25) geeigneten Anregungslichtstrahls (5), einem 
Detektor (41, 71, 73) zum Nachweis des Emissionslichts 
und einen von der Lichtquelle kommenden Stimulations- 
lichtstrahl (9) zum Erzeugen stimulierter Emission der von 
dem Anregungslichtstrahl (5) angeregten Probe (25) in 
dem Probenpunkt, wobei der Anregungslichtstrahl (5) 
und der Stimulationslichtstrahl (9) derart angeordnet 
sind, daR sich ihre Intensitatsverteilungen im Fokalbe- 
reich teilweise decken, daR dadurch gekennzeichnet, dass 
den Stimulationslichtstrahl (9) formende optische Ele- 
mente zu mindestens einem Modul (27, 43, 63) zusam- 

_ mengefatet sind, das im Strahlengang des Scanmikro- 

^ skops positionierbar ist. 
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Bcschrcibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Scanmikroskop und ein 
Modul fur ein Scanmikroskop. Insbesondere betrifft die Er- 
findung ein Scanmikroskop und ein Modul fur ein Scanmi- 
kroskop mit den Merkmalen des Oberbegriffs des An- 
spruchs 1 bzw. 11. 

[0002] In der Scanmikroskopie wird eine Probe mil einem 
Lichtstrahl beleuchtet, um das von der Probe emittierte Re- 
flexions- oder Fluoreszenzlicht zu beobachten. Der Fokus 
des Beleuchtungslichtstrahles wird mit Hilfe einer steuerba- 
rcn Strahlablcnkcinrichtung, im Allgcmcincn durch Vcrkip- 
pen zweier Spiegel, in einer Objektebene bewegt, wobei die 
Ablenkachsen meist senkrecht aufeinander stehen, so daB 
ein Spiegel in x- und der andere in y-Richtung ablenkt. Die 
Verkippung der Spiegel wird beispielsweise mit Hilfe von 
Galvaiiomeler-Slellelcinenlen bewerkslelligt. Die Leislung 
des vom Objekt kommenden Lichtes wird in Abhangigkeit 
von der Position des Abtaststrahles gemessen. Ublicher- 
weise werden die Stellelemente mit Sensoren zur Ennittlung 
der aktuellen Spiegelstellung ausgeriistet. Neben diesen so- 
genannten strahlscannenden Methoden sind auch Scanmi- 
kroskope mit raumlich feststehendem Beleuchtungslicht- 
strahl bekannt, bei denen die Probe zur Abtastung mit Hilfe 
eines Ivinposilionierlisches verl'uhren wird. Diese Scanmi- 
kroskope werden objektscannend genannt. 
[0003] Speziell in der konfokalen Scanmikroskopie wird 
ein Objekl mil dem l-'okus eines Lchlslrahles in drei Dimen- 
sionen abgetastet. 

[0004] Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im allge- 
meinen eine Lichtquelle, eine Fokussieroptik, mit der das 
Licht der Quelle auf eine Lochblende - die sog. Anregungs- 
blcndc Ibkussierl wird, einen Sirahlleiler, eine Slrahlah- 
lenkeinrichtung zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik, 
eine Detektionsblende und die Detektoren zum Nachweis 
des Deleklioiis- b/.w. l'luorcs/en/.licliles, l);is Belenclilungs- 
licht wird fiber cincn Strahltcilcr cingckoppclt. Das vom Ob- 
jekl kommende I'luoreszenz- oder Reflexionslicht gelangt 
liber die Slrahlablenkeinrichlung /muck /.urn Strahlteiler, 
passiert diesen, um anschlieBend auf die Detektionsblende 
fokussiert zu werden, hinter der sich die Detektoren befin- 
den. Dcleklionsliehl. das nichl direkl aus der lokusregion 
si an mil, nimmt einen anderen Lichtweg und passiert die De- 
tektionsblende nicht, so daB man eine Punktinformation er- 
halt, die durch sequentielles Abtasten des Objekts zu einem 
dreidimensionalen Bild fuhrt. Meist wird ein dreidimensio- 
nales Bild durch schichtweise Bilddatennahme erzielt. 
[0005] Die Lcistung des vom Objekt kommenden Lichtes 
wird in festen Zeitabstanden wahrend des Abtastvorganges 
gemessen und so Rasterpunkt fiir Rasterpunkt abgetastet. 
Der Messwert muss eindeutig der dazugehorigen Scanposi- 
tion zugeordnet sein, um aus den Messdaten ein Bild erzeu- 
gen zu konnen. ZweckmaBiger Weise werden hierfiir die 
Zustandsdaten der Verstellelemente der Strahlablenkein- 
richtung laufend mitgemessen oder, was allerdings weniger 
genau ist, direkt die Steuersolldaten der Strahlablenkein- 
richtung verwendet. 

|0006] l ; .s isl audi nuiglicli in einer Durclilichlanordnung 
beispielsweise das Fluoreszenzlicht oder die Transmission 
des Anregungslichtes kondensorseitig zu detektieren. Der 
Detektionslichtstrahl gelangt dann nicht iiber die Scanspie- 
gel zum Detektor (Non descan Anordnung). Fiir die Detek- 
tion des Fluoreszenzlichtes ware in der Durchlichtanord- 
nung eine kondensorseitige Detektionsblende notig, um, wie 
in der beschriebenen Descan-Anordnung, eine dreidimen- 
sionale Auflosung zu erzielen. Im Falle der Zweiphotonen- 
anregung kann jedoch auf eine kondensorseitige Detektions- 
blende verzichtet werden, da die Anregungswahrscheinlich- 



kcit vom Quadrat der Photonendichtc abhangt (proportional 
der Intensitat"), die naturgemaB im Fokus viel hoher ist als 
in den Nachbarregionen. Das zu detektierende Fluoreszenz- 
licht stammt daher mit groBer Wahrscheinlichkeit zum aller 
5 groBten Teil aus der Fokusregion, was eine weitere Differen- 
zierung von Fluoreszenzphotonen aus dem Fokusbereich 
von Fluoreszenzphotonen aus den Nachbarbereichen mit ei- 
ner Blendenanordnung uberfliissig macht. 
[0007] Anordnungen, die das Auflosungsvermogen eines 
to konfokalen Rasterrmkroskops ist unter anderem durch die 
Intensitatsverteilung und die raumliche Ausdehnung des Fo- 
kus des Anrcgungslichtstrahls gegeben. Eine Anordnung 
zur Steigerung des Auflosungsvermogens fiir Fluoreszenz- 
anwendungen ist aus der PCT/DE/95/00124 bekannt. Hier- 
15 bei werden die lateralen Randbereiche des Fokusvolumens 
des Anregungslichtstrahls mit einem Lichtstrahl einer ande- 
ren Wellenlange, dem sog. Stimulalionslichlstrahl. der von 
einem zweiten Laser emittiert wird, beleuchtet, um dort die 
vom Licht des ersten Lasers angeregten Probenbereiche sti- 
20 muliert in den Crundzustand zuriick zu bringen. Detektiert 
wird dann nur das spontan emittierte Licht aus den nicht 
vom zweiten Laser beleuchteten Bereichen, so daB insge- 
samt eine Aufiosungsverbesserung erreicht wird. Fiir dieses 
Verfahren hat sich die Bezeichnung STED (Stimulated 
25 Emission Depletion) eingebQrgert. 

[0008| Eine neue Entwicklung hat gezeigl, daB man 
gleichzeitig sowohl lateral, als auch axial eine Aufiosungs- 
verbesserung erzielen kann, wenn es gelingt, den Fokus des 
Slinuilalionsliehislrahles innen hohl zu machen, Hierzu 
30 wird in den Strahlengang des Stimulationslichtstrahles eine 
runde W2-Platte, die in ihrem Durchmesser kleiner als der 
Strahldurchmesser ist und folglieh uberlenehlel wird, einge- 
bracht. 

[0009] Mikroskope zur STED-Mikroskopie sind sehr auf- 
35 wendig und schwer justierbar, da der Fokus des Anregungs- 
lichtstrahls stels mil dem Fokus eines Slinuilaliorislichl- 
strahlcs in fester raumlichcr Bczichung stehen muB. Ganz 
besonders schwierig gestaltet sich dieses Problem bei 
strahlscannenden Systemen. da bei diesen Systemen die Fo- 
40 kusse des Anregungslichtstrahls und des Detektionslicht- 
strahles simultan und zueinander ortsfest iiber bzw. durch 
die Probe gefubrt werden miissen. 

[0010] Scanmikroskope zur STED-Mikroskopie auf einer 
optischen Bank realisiert sehr platzraubend und aufgrund ih- 
45 rer CroBe sehr schwierig gegen auBere Einflusse, wie me- 
chanische Vibrationen oder Temperaturschwankungen der 
Umgebung schiitzbar. Aus diesem Grand wurden bislang 
auch nur objcktscanncndc Systcmc realisiert. Aufgrund der 
Komplexitat sind Scanmikroskope zur STED-Mikroskopie 
SO durch Nachriislen lierkonmilicher Scanmikroskope niclil 
umsetzbar. 

[0011] Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
ein Scanmikroskop zum optischen Messen eines Proben- 
punktes einer Probe mit hoher Ortsauflosung anzugeben, 
55 das einfach, insbesondere auch durch Nachrlisten oder Um- 
riisten eines herkommlichen Scanmikroskops, realisierbar 
ist. 

[0012] Die Aufgabe wird durch ein Scanmikroskop ge- 
lost, das die Mcrkmalc des kcnnzcichncndcn Toils des An- 
60 spruchs 1 aufweist. 

[0013] Ferner ist es Aufgabe der Erfindung ein Modul zur 
Formung eines Stimulationslichtstrahles anzugeben, das 
einfach die beschriebenen Probleme bei der Realisierung ei- 
nes Scanmikroskops zum optischen Messen eines Proben- 
65 punktes einer Probe mit hoher Ortsauflosung lost. 

[0014] Die Aufgabe wird durch ein Modul gelost, das die 
Merkmale des kennzeichnenden Teils des Ansprachs 1 auf- 
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[00151 Die Erfindung hat den Vorteil, daB dcr Aufwand 
zur Realisierung eines hochstauflosenden Scanmikroskops 
durch Zusammenfassung wesentlicher den Stiinulalions- 
lichtstrahl formender optischer Elemente zu einem Modul 
erheblich reduziert wird. 5 
[0016] Das Modul kann nehen den optischen Elementen 
zur Formung des Stimulationslichtstrahles auch Elemente 
zur Strahlftihrung, Strahlaufweitung oder Fokussierung be- 
inhalten. Alle optischen Elemente innerhalb des Moduls 
sind zueinander jusfiert und das gesamte Modul weist eine to 
Justiervorrichtung auf, die eine einfache Positionierung in- 
nerhalb des Strahlcngangcs cincs Scanmikroskops crmog- 
licht. Hierdurch wird der Gesamtjustieraufwand erheblich 
reduziert. 

[0017] Ein optisches Element zur Formung des Stimulati- 15 
onslichtstrahles kann eine Verzogerungsplatte, vorzugs- 
weise eine W2-Platte sein, die von einem Teil des Stimulati- 
onslichtstrahles durchstrahlt wird. Auch andere Elemente, 
wie beispielsweise LCD-Elemente sind zur Formung des 
Fokus des Stimulationslichtstrahles in der Probe einsetzbar. 20 
LCD-Elemente haben den Vorteil, daB die LCD-Rasterele- 
mente elektronisch einzeln ansprechbar sind und die Form 
des Fokus des Stimulationslichtstrahles den aktuellen Ab- 
tastbedingungen angepaGt werden kann. Es ist insbesondere 
moglich, die Form des Fokus wahrend des Ablaslvorganges 25 
bzw. wahrend des Scannens zu verandern. 
|0()18] In ganz besonders vorteilhafter Weise werden die 
fornienden Elemente derart angeordnet bzw. angesteuert, 
daB der fokus des Sliniulalionsltehlslrahles in dcr Probe in- 
ner] hohl ist, da so eine Auflosungssteigerung in alien Raum- 30 
richtungen moglich ist. 

[0019] Besonders stabil ist es, das Modul mit einer Grund- 
platte auszurtlsten, auf der die optischen Elemente montiert 
werden. Die Grundplatte weist vorzugsweise einen kleinen 
thermischen Ausdehnungskoeffizient auf. Es ist auch mog- 35 
lich die Grundplalle cxler das gesarnle Modul aktiv /.u lein- 
pcricrcn. Hicrzu kann cin clcktrischcr Rcgclkrcis mit cincm 
Peltierelement vorgesehen sein. 

[0020] Ganz besonders giinstig ist es, das Scanmikroskop 
mit Anschlagflachen zu versehen, die eine genaue Arbeits- 40 
position des Moduls definieren, in der das Modul sicher fi- 
xiert ist. Im Idealfall ist dann keine weitere Justierung des 
Moduls notig. In besonders vorteilhafter Weise sind Bajo- 
nettanschlfisse zur Positionierung und Fixierung des Moduls 
vorgesehen. 45 
[0021] Zum Schutz vor einer auBeren Einwirkung weist 
das Modul ein Gehause auf. Das Gehause kann staubdicht 
ausgeffihrt sein. 

[0022] In ganz besonders Vorteilhafter Weise ist das Mo- 
dul an ein herkommliches Scanmikroskop adaptierbar, so 50 
daB ein Zugang zur hochstauflosenden Scanmikroskopie 
durch einfaches Nachrusten ermoglicht ist. Auch die Ver- 
wendung des Scanmikroskops in herkommlicher Weise 
bleibt unbenommen, da das Modul ohne groBen Aufwand 
entfernbar ist. 55 
[0023] Das Modul beinhaltet in einer besonderen Ausge- 
staltung die Lichtquelle, insbesondere den Teil der Licht- 
quelle. die den Slinuilnlionslielilslralil er/eugl. Als Licht- 
quelle werden hauptsachlich Laser insbesondere Pulslascr 
verwendet. Hier sind insbesondere Diodenlaser, Festkorper- 60 
laser, Farbstofflaser und Gaslaser einsetzbar. Auch die Ver- 
wendung einer Lichtquelle die Photonic-Band-Gap-Mate- 
rial beinhaltet ist moglich. Diese kann beispielsweise aus ei- 
nem Pulslaser bestehen, dem ein Lichtleitelement oder eine 
Lichtleitfaser aus Photonic-Band-Gap-Material nachgeord- 65 

[0024] Das Stimulafionslicht kann auch mit einer Licht- 
leitfaser von einer externen Lichtquelle zum Modul trans- 
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porticrt werden. Zur Auskopplung des Lichtes aus dcr Licht- 
leitfaser weist das Modul eine Koppeloptik auf. Ganz beson- 
ders vorteilhaft ist es in diesem Zusammenhang, das Modul 
mit genormten Lichtleitfasersteckern bzw. Muffen zu verse- 

[0025] Das Scanmikroskop kann insbesondere auch als 

konfokales Scanmikroskop ausgestaltet sein. 

[0026] In der Zeichnung ist der Erfindungsgegenstand 

schematisch dargestellt und wird anhand der Figuren nach- 

folgend beschrieben. Dabei zeigen: 

[0027] Fig. 1 eine erfindungsgemaBes Scanmikroskop, 

[00281 Fig. 2 cin wcitcrcs erfindungsgemaBes Scanmikro- 

[0029| Fig. .i ein cifmdungsgenuiBes nachgcrustcles Scan- 
mikroskop und 

[0030] Fig. 4 eine schematische Darstellung der Ausbil- 
dung einer bcsiinimten Fokusform. 

[0031] Fig. 1 zeigt ein erfindungsgemaBes Scanmikro- 
skop, das als konfokales Scanmikroskop ausgefuhrt ist. 
[0032] Das Scanmikroskop beinhaltet eine Lichtquelle 1, 
die aus einem ersten Laser 3 zur Erzeugung eines Anre- 
gungslichtstrahles 5 und aus einem zweiten Laser 7 zur Er- 
zeugung eines Stimulationslichtstrahles 9. Der erste Laser 3 
ist als modenverkoppelter Ti:Saphir-Laser ausgefuhrt, der 
Pulse mil einer Repelilionsrate. von ca. 80 Mil/, eniittiert. 
Der zweite Laser 7 ist ein optisch parametrischen Oszillator, 
der von einem anderen gepulst arbeitenden TkSaphir-Laser 
gepumpt wird, der in der Pulsfolge auf den ersten Laser syn- 
chronisierl ist. Der Anrcgungslichtstrahl 5 wird auf ein Be- 
leuchtungspinhole 11 fokussiert und wird anschlieBend von 
einem ersten Strahlteiler 13. der als 50:50-Neutralteiler aus- 
gefuhrt ist, zum Scanniodul 15 reftektiert, das einen karda- 
nisch aufgehangten Scanspiegel 17 beinhaltet, der den Anre- 
gungslichtstrahl 5 fiber die Scanoptik 19, die Optik 21 und 
durch die Mikroskopoptik 23 hindurch fiber bzw. durch die 
Probe 25 fuhrt. 

[00331 Dcr von dem zweiten Laser 7 ausgchende Stirnula- 
tionslichtstrahl 9 passiert das Modul 27 und wird mil TTill'e 
des zweiten Strahlteilers 28. der als dichromatischer Strahl- 
teiler ausgefuhrt ist, mit dem Anregungslichtstrahl 5 verei- 
nigt. Das Modul 27 beinhaltet eine'erste Optik 29 zur Auf- 
weitung des Stimulationslichtstrahles 9. eine Verzogerungs- 
platte 31, die als A/2-Platt.e ausgefuhrt ist. und die so ange- 
ordnet ist, daB sie vom mittleren Anteil des Stimulations- 
lichtstrahles 9 durchstrahlt wird, wahrend die auBeren An- 
teile vorbei gehen, und eine zweite Optik 33 zur Fokussie- 
rung. Die Verzogerungsplatte 31 befindet sich in einer zur 
Fokuscbcnc in dcr Probe 25 konjugicrtcn Fouricrcbcnc. Sic 
erzeugt einen innen hohlen Fokus (siehe Fig. 4). Sie fungiert 
in dieser Ausfuhrungsvariante als Mittel zur Beeinflussung 
der Form des Fokus 46. Das Modul 27 weist ein thermisch 
isolierendes, staubschfitzendes Gehause 34 auf und ist mit 
Hilfe der .lustiervorrichtungen 35, 36 justierbar. 
[0034] Das von der Probe 25 ausgehende Deteklionslicht 
37 gelangt durch die Mikroskopoptik 23 hindurch und fiber 
die Scanoptik 19, die Optik 21 und fiber das Scanmodul 15 
zum ersten Strahlteiler 13, passiert diesen und das folgende 
Deteklionspinhole 39 und gelangt schlieBlich zum Detektor 
41, dcr als Photomultiplicr ausgefuhrt ist. Im Detektor 39 
werden elektrische, zur Leistung des vom Objekt ausgehen- 
den Detektionslichtes 37 proportionate Detektionssignale 
erzeugt. 

[0035] Die Probe wird schichtweise abgetastet, um aus 
ilen Deiektionssignalen ein dreidimensionales Bild der 
Probe zu erzeugen. 

[0036] Die Anregung der Probe erfolgt in diesem Ausffih- 
rungsbeispiel durch Zweiphotonenanregung. Der zeitliche 
Abstand der Pulse des Anregungslichtstrahles und des Sti- 
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mulationslichtstrahlcs ist kiirzcr gcwahlt, als die mittlcrc 
Lebensdauer des angeregten Zustandes der Probe. 
[0037] Fig. 2 zeigt schematised, ein S canmikroskop mit ei- 
nem Modul 43, das zum Schutz vor Staub und Verschmut- 
zung ein Gehause 45 aufweist. Das Modul beinhaltet einen 5 
zweiten Laser 7, der den Stimulationslichtstrahl 9 erzeugt. 
[0038] In dieser erfindungsgemaBen Ausgestaltung wird 
ein LCD-Element 47 zur Formung des Fokus des Stimulati- 
onslichtstrahl verwendet. Das von zweiten Laser 7 emit- 
tierte Licht gelangt iiber einen Strahlteilerwiirfel 49 zu einer 10 
Aufweitungsoptik 51, um anschlieBend auf das LCD-Ele- 
ment 47 zu treffen. Das LCD-Element 47 fungicrt in dieser 
Ausfiihrungsvariante als Mittel zur Beeinflussung der Form 
des Fokus 46. Dort konnen pixelweise die Phase einzelner 
Anteile des auftreffenden Anregungslichtstrahls um XIA ver- 15 
zogcrl werden. Der durehgelrelene Sliniulationslichtstrahl 9 
wird von einem Spiegel 53 reflektiert und die bereits beim 
ersten Durchlaufen verzogerten Anteile erfahren eine wei- 
tere Phasenverzogerung beim riickwartigen Durchlaufen 
des LCD-Elements 47. AnschlieBend passiert der Stimulati- 20 
onslichtstrahl 9 den Strahlteilerwiirfel 49 und wird am zwei- 
ten Strahlteiler 28 mit dem Anregungslichtstrahl vereinigt. 
Da jedes einzelne Pixel direkt angesteuert werden kann ist 
diese Anordnung sehr flexibel und gestattet auch Verande- 
rungen wiihrend des Belriebs. insbesondere wiilircml ilcs 25 
Abtastvorganges. 

[0039] Das Scanmikroskop weist zwei Anschlagelemente 
55, 57 auf, die eine Arbeitsposition des Moduls definieren. 
Das Modul ist einfach in dieser Arbeitsposition positionier- 
bar und wird von nicht gezeigten Andruckelementen, die als 30 
Blattfedern ausgefiihrt sind, gegen die Anschlagelemente 
gedriickl und in del \rh ;ils| o hi n gehalten. 
|0()40 ] Fig. 3 zeigt ein konfokales Scanmikroskop 59 mit 
einem Slalivgehause 61, bei dem durch Nachriislen mil dem 
Modul 63 ein Zugang zur hoehslaullosenden Scamnikrosko- 35 
pie geschaffen ist. Das Modul 63 weist ein staubdiehl.es Ge- 
hause 65 mit einem BajonettanschluB 67 auf. Das Modul 63 
beinhaltet, wie das bereits in Fig. 1 beschriebene Modul 27, 
eine erste Optik 29 zur Aufweitung des Stimulationslieht- 
strahles 9, eine Verzogerungsplatte 31, die als X/2- Platte 40 
ausgefiihrt ist und die so angeordnet ist, daB sie vom mittle- 
ren Anteil des Stimulationslichtstrahles 9 durchstrahlt wird, 
wahrend die auBeren Anteile vorbei gehen, und eine zweite 
Optik 33 zur Fokussierung. Die W2-Platte 31 befindet sich 
in einer zur Fokusebene in der Probe 25 konjugierten Fou- 45 
rierebene. Sie erzeugt einen innen hohlen Fokus. Das Modul 
63 beherbergt ferner einen Laser 7, der den Stimulations- 
lichtstrahl 9 erzeugt und als Diodcnlascr ausgefiihrt ist. Allc 
Elemente innerhalb des Moduls 63 sind derart justiert, daB 
nach dem Anfianschen an das Stativgehause 61 keine wei- 50 
tere Justierung erforderlich ist. 

[0041] Innerhalb des konfokalen Scanmikroskops 59 ver- 
laufen die Strahlengange analog zu den in Fig. 1 beschriebe- 
nen Strahlengangen. Der Stimulationslichtstrahl 9 wird am 
zweiten Strahlteiler 28 mit dem Anregungslichtstrahl 5 ver- 55 
einigt, der von dem Laser 3 erzeugt wurde. Der Anregungs- 
lichtstrahl 5 erreicht zusammen mit dem Stimulationslicht- 
strahl 9 den ersten Strahlteiler 13, der die Lichlslrahlen zum 
kardanisch aufgehangten Scanspiegel 17 reflektiert. Von 
dort aus gelangen der Stimulationslichtstrahl und der Anre- 60 
gungslichtstrahl iiber die Scanoptik 19, die Optik 21 und 
durch die Mikroskopoptik 23 hindurch zur Probe 25, die auf 
einem Mikroskoptisch 69 angeordnet ist. 
[0042] Das gezeigte konfokale Scanmikroskop 59 weist 
einen Descan-Detektor 71 und einen Non-Descan-Detektor 65 
73 auf. Insbesondere bei der Anregung der Probe 25 iiber ei- 
nen MehrphotonenprozeB ist die Verwendung des Non-Des- 
can-Detektor 73 von besonderem Interesse. In der Descan- 
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Arbcitswcisc gelangt das Detcktionslicht 37 durch die Mi- 
kroskopoptik 23 hindurch und iiber die Optik 21, die Scan- 
optik 19 und iiber das den Scanspiegel 17 zum ersten Strahl- 
teiler 13, passiert diesen und das folgende Detektionspin- 
hole 39 und gelangt schlieBlich zum Descan-Detektor 71, 
der als Photomultiplier ausgefiihrt ist. In der Non-Descan- 
Arbeitsweise wird das Detektionslicht 37 von einem Kon- 
densor 75 gebiindelt und gelangt iiber den Spiegel 77 zum 
Non-Descan-Detektor 73. Auf ein Detektionspinhole kann 
in der Non-Descan-Arbeitsweise verzichtet werden. 
[0043] Fig. 4 zeigt eine schematische Darstellung der 
Ausbildung einer bestimmten Fokusform des Stimulations- 
lichtstrahles 9 und verdeutlicht die raumliche Lage des An- 
regungslichtstrahles 5 und des Stiniulalionsliclitstrahles 9 
innerhalb oder an der Oberfiache der zu untersuchenden 
Probe 25. Der Stimulationslichtstrahl 9 besitzt einen groBe- 
ren Strahldurchmesser als der Anregungslichtstrahl 5, so 
dass der Anregungslichtstrahl 5 von dem Stiniulationslichl- 
strahl 9 im Fokusbereich vollstandig umschlossen ist. Der 
Stimulationslichtstrahl 9 weist einen innen hohlen Fokus 
auf. Durch die Uberlappung des Anregungslichtstrahles 5 
und des Sliniulaiionsliehlslrahl 9 wird ini Fokusbereich ein 
3-dimensionaler Uberlappungsbereicb 79 definiert, der in 
Fig. 4 als schraffierte Flache dargestellt ist. Der Bereich der 
im Fokusbereich Anregungslichtstrahles 5 und innerhalb 
des hohlen Anteils des Stimulationslichtstrahles 9 liegt, de- 
finiert das Emissionsvolumen 81. 

[0044] Die Erfindung wurde in Bezug auf eine besondere 
Ausfuhrungsform beschrieben. lisisi jedoch selbstverstand- 
lich, dass Anderungen und Abwandlungen durchgefiihrt 
werden konnen, ohne dabei den Schutzbereich der nachste- 
henden Anspruche zu verlassen. 

Bezugszeichenliste 

I Liehlcjuelle 
3 crster Laser 

5 Anregungslichtstrahl 

7 zweiter Laser 

9 Stimulationslichtstrahl 

II Beleuchtungspinhole 
13 erster Strahlteiler 

15 Scanmodul 
17 Scanspiegel 
19 Scanoptik 
21 Optik 

23 Mikroskopoptik 
25 Probe 

27 Modul 

28 zweiter Strahlteiler 

29 erste Optik 

31 Verzogerungsplatte 

33 zweite Optik 

34 Gehause 

35 Justiervorrichtung 

36 Justiervorrichtung 

37 Detektionslicht 
39 Detektionspinhole 
41 Dctcktor 

43 Modul 

45 Gehause 

46 Mittel zur Beeinflussung der Form des Fokus 

47 LCD-Element 
49 Strahlteilerwiirfel 
51 Aufweitungsoptik 
53 Spiegel 

55 Anschlagelement 
57 Anschlagelement 
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59 Scanmikroskop 
61 Stativgehause 
63 Modul 
65 Gehiiuse 

67 BajonettanschluB 5 

69 Mikroskoptisch 

71 Descan-Detektor 

73 Non-Descan-Detektor 

75 Kondensor 

77 Spiegel 10 
79 Uberlappungsbereich 
81 Emissionsvolumcn 

Patentunspriiche 

15 

1. Ein Scanmikroskop zum optischen Messen eines 
Probenpunktes einer Probe (25) mit holier Ortsaufio- 
sung umfasst eine Lichtquelle (1), die einen Anre- 
gungslichtstrahl (5) aussendet, der zum Anregen eines 
Energiezustandes in der Probe (25) geeignet ist, minde- 20 
stens einen Detektor (41, 71, 73) zum Nachweis des 
von der Probe (25) ausgehenden Emissionslichts, und 
einen ebenfalls von der Lichtquelle ausgehenden Sti- 
mulationslichtstrahl (9) zum Erzeugen stimulierter 
Emission in der von dein Anregungslichlslrahl (5) an- 25 
geregten Probe (25) in dem Probenpunkt, wobei der 
Anregungslichtstrahl (5) und der Stimulationslicht- 
strahl (9) derart auf die Probe gerichtet sind, dafi sich 
ihre Intensitatsverteilungen in einem Fokalbereich zu- 
mindest teilweise decken, dadurch gekennzeichnet, 30 
dass mehrere optische Elemente vorgesehen sind, die 
den Stimulationslichtstrahl (9) formen, wobei die opti- 
schen Elemente zu mindestens einem Modul (27, 43, 
63) zusammengefasst sind, das im Strahlengang des 
Scanmikroskops positionierbar ist. 35 

2. vScanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Modul (27, 43, 63) cin Gchausc (34, 
45, 65) aufweist. 

3. Scanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass Modul (27, 43, 63) eine Justiervorrich- 40 
tung (35, 36) zur Justierung des Moduls (27, 43, 63) in 
Bezug auf das Scanmikroskop aufweist. 

4. Scanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Anschlagelemente (55, 57) vorgese- 
hen sind, die eine Arbeitsposition des Moduls (27, 43, 45 
63) beziiglich des Scanmikroskops definieren. 

5. Scanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Modul (27, 43, 63) cincn Bajonettan- 
schluB (67) zum Scanmikroskop aufweist. 

6. Scanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 50 
zeichnet, dass das Modul (27, 43, 63) zumindest einen 
Teil der Lichtquelle (1) beinhaltet. 

7. Scanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Modul (27, 43, 63) Optiken (29, 33) 
zur Aufweitung oder zur Fokussierung des Stimulati- 55 
onslichtstrahl (9) beinhaltet. 

8. Scanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Modul (27, 43, 63) mindestens eine 
Vcrzogcrungsplattc (31) beinhaltet. 

9. Scanmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 60 
zeichnet, dass das Modul (27, 43, 63) Mittel zur Beein- 
flussung der Form des Fokus (46) des Stimulations- 
lichtstrahles in der Fokalebene beinhaltet. 

10. Scanmikroskop nach Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Mittel zur Beeinflussung der 65 
Form des Fokus (46) des Stimulationslichtstrahles (9) 
einen innen hohlen Fokus erzeugen. 

11. Modul (27, 43, 63) zur Formung eines Stimulati- 
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onslichtstrahlcs zum Erzeugen stimulierter Emission 
einer angeregten Probe (25), dadurch gekennzeichnet, 
mehrere optische Elemente vorgesehen sind, die den 
Stimulationslichtstrahl (9) formen, wobei die optischen 
Elemente zu mindestens einem Modul (27, 43, 63) zu- 
sammengefasst sind, das im Strahlengang des Scanmi- 
kroskops positionierbar ist. 

12. Modul (27, 43, 63) nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Modul ein Gehause (34, 45, 65) 
aufweist. 

13. Modul (27, 43, 63) nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Modul einen BajonettanschluB 
aufweist. 

14. Modul (27, 43, 63) nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass beziiglich des Strahlenganges des 
Scanmikroskops justierbar ist. 

15. Modul (27, 43, 63) nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Modul (27, 43, 63) eine Licht- 
quelle beinhaltet. 

16. Modul (27, 43, 63) nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Lichtquelle (1) ein Laser (3, 7) 

17. Modul (27, 43, 63) nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Modul Optiken (29, 33) zur 
Aufweitung oder /.ur Fokussierung des Stimulations- 
lichtstrahl beinhaltet. 

18. Modul (27, 43, 63) nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Modul mindestens eine Verzo- 
gerungsplatte (31) beinhaltet. 

19. Modul (27, 43, 63) nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Modul Mittel /.ur Beeinflussung 
der Form des Fokus (46) des Stimulationslichtstrahles 
in der Fokalebene beinhaltet. 

20. Modul (27, 43, 63) nach Anspruch 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Mittel zur Beeinflussung der 
Form des Fokus (46) des Slimulallonslichl.strahles (9) 
in der Fokalebene cincn innen hohlen Fokus erzeugen. 
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